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Abstracts
　　Murine　AIDS　（MAIDS）　was　induced　in　C57BL／6　mice　infected　with　murine　LP－BM5．　Tyrosine
phosphorylation　of　several　proteins　is　increased　in　spleen　cells　from　mice　with　MAIDS　compared　with
controls．　One　of　the　phosphoproteins　p60　is　found　to　be　Lck，　the　activity　of　which　shown　to　be　is
enhanced　in　MAIDS　lymphocytes　when　assayed　by　Lck　autophosphorylation　as　well　as　phosphorylation
of　exogenous　substrate　enolase，　suggesting　that　tyrosine　kinase　plays　a　pivotal　role　in　the　development
of　MAIDS．
Introduction
　　MAIDS　is　induced　when　C57BL／6　mice　are　inoculated　with　LP－BM5　murine　leukemia　virus
（MuLV）　i）．　Some　features　of　MAIDS　are　similar　to　human　AIDS，　thus　it　is　considered　to　be　a　model　to
examine　retrovirus－mediated　immunologic　dysfunction2）．　MAIDS　is　characterized　by　hypergamma－
globulinemia，　massive　proliferation　of　B　cells　and　CD4＋cells，　greater　susceptibility　to　infection，　and　the
development　of　lymphoma2－y4）．
　　Tyrosine　kinase　is　involved　in　the　proliferation　and　differentiation　of　lymphocytes　as　well　as　other　cell
types5，6）．　The　lymphocytes　contain　src－family　tyrosine　kinases　including　Fyn，　Blk，　Lyn，　and　Lck，　some　of
which　are　associated　with　antigen　receptors　or　other　lymphocyte　receptors6N9）．　The　activation　of　src－
family　tyrosine　kinase　is　induced　by　antigen　receptor　ligation，　IL－2　stimulation，　and　CD40－CD40L
interaction，　which　appears　to　cause　lymphocytes　to　drive　the　cell　cycle　7，8，iO，ii）．　ln　order　to　elucidate　the
role　of　tyrosine　kinase　on　spleen　cell　abnormalities　from　MAIDS　mice，　tyrosine　phosphorylation　was
measured　using　anti－phosphotyrosine　antibody．　Enhanced　tyrosine　phosphorylation　（p60）　was　observed
in　MAIDS　lymphocytes　and　correlates　with　increased　autophosphorylation　of　Lck．　The　possible　role　of
tyrosine　kinase　with　regard　to　lymphoproliferative　abnormalities　in　MAIDS　mice　is　discussed．
Materials　and　Methods
Reagents
Anti－Lck　antiserum　was　purchased　from　Upstate　Biotechnology　lnc．　（Lake　Placid，　NY，　USA）．　All
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other　reagents　were　of　standard　grade　unless　otherwise　stated．　Anti－Fyn　and　anti－Lyn　monoclonal
antibody　were　kindlY　provided　by　Dr．　T．　Katagiri　（Kitasato　lnstitute，　Tokyo，　Japan）　and　Dr．　T．
Yamamoto　（lnstitute　of　Medical　Science，　University　of　Tokyo，　Tokyo，　Japan），　respectively．　［7－32p］
ATP　（sp．　acti．　3000　Ci／mmol）　was　from　Dupont　NEN　（Boston，　MA，　USA）．　The　monoclonal　anti－
phosphotyrosine　antibody　was　a　kind　gift　from　Dr．　H．　Nariuchi　（lnstitute　of　Medical　Science，　University
of　Tokyo，　Japan）．
　　Mice
　　C57BL／6　（B6）　mice　were　purchased　from　Japan　SLC　（Shizuoka，　Japan）．
　　Virus　infection
　　LP－BM5　virus　is　a　mixture　of　infectious　B　tropic　ecotropic　and　MCF　MuLV　and　replication－defective
BMdef　MuLVi2）．　Stocks　of　LP－BM5　MuLV　were　prepared　from　G6　clone　of　SC－1　cells　as　previously
described’3）．　Mice　aged　4　weeks　were　inoculated　with　O．2　ml　of　the　stock　solution　of　LP－BM5　and
sacrificed　at　the　indicated　times　after　the　virus　inoculation．
　　Immunoblotting
　　Spleen　cells　were　prepared　from　MAIDS　mice　and　pelleted　by　centrifugation，　resuspended　in　Laemmli
sample　buffer　and　heated　at　1000C　for　5　min．　lmmunoblotting　was　carried　out　as　previously　describedi‘）．
Briefly，　samples　were　adjusted　to　2　mg／ml　using　DC　protein　assay　kit　（Bio－Rad　Labo．　Tokyo，　Japan）　and
subjected　to　8．5％SDS－PAGE．　Phosphate－containing　proteins　were　detected　with　anti－phosphotyrosine
mAb　（4G　I　O）　and　i251－labeled　protein　G，　followed　by　autoradiography．　In　some　experiments，　the　blots
were　developed　by　ECL　（Amersham，　Tokyo，　Japan）　using　the　manufacturer’s　instructions．
　　Immunoprecipitation　of　src－family　kinase
　　The　cells　were　lysed　in　NP401ysis　buffer（10mM　Tris－HCI，　pH　7．4／1％NP40／0．1％sodium
deoxychlorate／O．15　M　NaCl／1　mM　EDTA／5　pt　g／ml　aprotinin／1　mM　Na，VO，）．　The　cell　lysates　were
precleared　with　normal　rabbit　serum　followed　by　agarose－coupled　protein　A，　50910　w／v　slurry．　Lck，　Fyn，
or　Lyn　was　immunoprecipitated　by　adding　anti－Lck　antiserum，　anti－Fyn　mAb，　or　anti－Lyn　mAb　followed
by　agarose－coupled　protein　A，　50910　w／v　slurry．　lmmunoprecipitated　proteins　were　washed，　subjected　to
8．5910　SDS　polyacrylamide　electrophoresis，　and　immunoblotted　with，anti－src　family　kinase　antibody　or
with　in　vitro　kinase　assay．
　　In　vitro　immune　complex　kinase　assay
　　Src　family　protein　kinase　assays　were　carried　out　by　incubating　with　4G　I　O　immunoprecipitates
according　to　the　manufacturer’s　instructions　（Upstate　Biotechnology　lnc．　Lake　Placid，　NY，　USA）　using
the　following　peptides：peptide　A，　substrate　for　src　family　kinase，　（［Lysi9］　cdc2　（6－20）　一NH，）　（a　15
amino　acid　peptide，　KVRKIGEGTYGVVKK）　；peptide　B，　control　substrate，　（［Vali2　Ser’‘　Lysi9］　cdc2
（6－20））　（a　15　amino　acid　peptide，　KVEKIGVGSYGVVKK）；peptide　C，　control　substrate，　（［Phe’5
Lysi9］　cdc2　（6－20））　（a　15　amino　acid　peptide，　KVEKIGEGTFGVVKK）　as　substrates’5）．　Lck　or　Lyn
kinase　activity　was　determined　in　vitro　as　described　earlieri4）．　Briefly，　Lck　or　Lyn　immunoprecipitate　was
resuspended　in　kinase　buffer　（20　mM　HEPES，　pH　7．2／1　mM　DTT／5　mM　Mncl，／5　mM　MgC12）
containing　lOμCi　of［γ一32P］ATP　and　incubated　fbr　l5min　at　25℃in　the　presence　of　the　e冊cient
substrate，　acid－denatured　enolase．　The　reaction　was　terminated　by　the　addition　of　Laemmli　sample
buffer．　Samples　were　separated　on　8．5910　SDS－PAGE．　The　gel　was　treated　with　1　M　KOH　at　600C　for　1
hr　and　dried，　followed　by　autoradiography．　BAS　2000　（Fuji－film　Co．，　Tokyo，　Japan）　was　used　to
quantitate　the　level　of　phosphate　incorporated　into　protein．
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Results
　　Increased　constitutive　tyrosine　phosphorylation　in　MAIDS　spleen　cells
　　Protein　tyrosine　phosphorylation　from　spleen　cell．s　of　mice　with　MAIDS　was　examined　using　anti－
phosphotyrosine　antibody　4GIO．　The　level　of　several　tyrosine　phosphorylated　proteins　including　those
with　molecular　weights　of　43，　46，　53，　56，　60，　67，　80　and　110　KDa　were　elevated　in　MAIDS　lymphocytes
compared　with　control　mice　infected　with　LP－BM5－derived　ecotropic　MuLV（Fig．1A）．In　particular
phosphorylated　protein　p60　was　markedly　enhanced　（around　5　fold）．Interestingly，　however，　spleen　B
cells　stimulated　with　B　cell　mitogen　lipopolysaccharide　（LPS）　did　not　show　the　enhanced　tyrosine
phosphorylation　of　p60　（Fig．　I　B），　suggesting　that　B　cell　activation　per　se　is　not　linked　to　p60　tyrosine
phosphorylation．
　　Increased　tyrosine　phosphorylation　of　Lck，　but　not　Fyn，　in　MAIDS　lymphocytes
　　Spleen　lymphocytes　have　been　shown　to　contain　several　src－family　tyrosine　kinases　including　Fyn，　Lyn，
Blk，　Lck6’一9）．　The　4G　I　O　immunoprecipitates　were　analyzed　by　Western　blotting　with　the　antibody　specific
for　src　family　kinase，　since　src－family　tyrosine　kinase　is　considered　to　be　one　of　the　candidates　for　p60，
in　terms　of　MW5’6）．　A　significant　increase　in　tyrosine　phosphorylation　of　p60LCk，　but　not　p56LCk，　was
observed　at　7　weeks，　in　addition　to　a　marked　enhancement　at　13　weeks　after　virus　inoculation　（Fig．　2A）．
The　enhancement　of　p56Lck　phosphorylation　at　l　3　weeks　was　less　clear　than　that　of　p60Lck　phosphoryla－
tion．　As　expected，　the　lymphocytes　from　ecotropic　MuLV－infected　mice　12　weeks　previously　did　not　show
any　enhancement　of　Lck　phosphorylation　compared　with　normal　control　lymphocytes．　ln　contrast，　the
enhanced　phosphorylation　of　Fyn　was　not　detected　in　lymphocytes　with　MAIDS　or　ecotropic　MuLV－
infected　mice　（Fig．　2B），　although　the　level　of　Fyn　protein　in　MAIDS　lymphocytes　was　lower　than　that
of　control　lymphocytes．　The　extent　of　tyrosine　phosphorylation　of　Lyn　was　also　unchanged　following　the
induction　of　MAIDS　（data　not　shown）．　These　observations　suggest　that　Lck　tyrosine　phosphorylation　is
elevated　in　MAIDS　lymphocytes．
A B
舞一
94－
67一一
43一磯麟f
ditt．tt
鱒．
業難
．講1
面面，．ew
N
．論誌ぎ
MA
．鰯
MA
〈60
60　一一． ，熱紘，．　．1、薫灘鑑
　　　　サ難醐　　　　螢　　　　　　　　　ノ　「．続．
　　　　　　凝乏
Source．N N　　N N MAMAMA
LPS　Sti， ｝ 十　　　十 や … 一 一
ヒ
Charge　VQL1 1　0．750．33 1 ◎．750．33
Foldincrease1 t2　　1 07 5 3．5 t7
Fig．　1　Tyrosine　phosphorylation　is　enhanced　in　mice　with　MAIDS．　（A）　Cell　lysates　from　normal　（N）
　　　mice　or　mice　with　MAIDS　（MA）　were　separated　on　SDS－PAGE，　transferred　to　a　membrane，　and
　　　blotted　with　4G　I　O．　（B）　The　spleen　cells　from　normal　or　MAIDS　mice　were　stimulated　with　or　withour
　　　LPS　and　lysed．　Various　volumes　or　samples　were　applied　to　the　gel．　The　extent　of　the　phosphorylated
　　　p60　was　quantified　using　a　BAS　2，QOO．　The　intensity　of　each　band　was　measured　by　a　BAS　2，000　and
　　　expressed　as　fold－increases；density　in　experimental　group／density　in　control．
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Fig．　2　Elevated　tyrosine　phosphorylation　of　p60LCk，　but　not　Fyn，　from　MAIDS　lymphocytes．
　　　Spleen　lymphocytes　were　prepared　from　uninfected　mice　（1），　mice　infected　with　ecotropic
　　　MuLV　for　12　weeks　（2），　or　mice　infected　with　LP－BM5　MuLV　for　7　weeks　（3），　11　weeks
　　　　（4），　and　13　weeks　（5）．These　lymphocytes　were　lysed　and　lysates　were　immunoprecipitat－
　　　ed　with　4G　I　O，　followed　by　immunoblotting　with　anti－Lck　（A）　or　anti－Fyn　（B）　antibody．
　　　The　fold－increases　were　calculated　as　described　in　Fig．　1．
　　Enhancement　of　activity　of　Src　family　protein　tyrosine　kinase　in　MAIDS　lymphocytes
　　The　activity　of　src　family　kinase　is　partly　regulated　by　the　tyrosine　phosphorylationi6）．　To　check
whether　the　enhanced　tyrosine　phosphorylation　of　src　family　kinase　correlates　with　the　increased　activity
of　the　kinase，　the　activity　was　assessed　using　in　vitro　kinase　assay，　MAIDS　or　control　spleen　lymphocytes
were　lysed　with　NP401回目is　bu脆r　and　lysates　were　immunoprecipitated　with　anti－phosphotyrosine
monoclonal　antibody　4GIO．　The　4GIO　immunoprecipitates　from　MAIDS　lymphocytes　induced　the
tyrosine　phosphorylation　of　the　exogenous　peptide　（［Lysi9］　cdc2　（6－20）　一NH2）　specific　for　src－family
tyrosine　kinase　（lane　6），　but　not　the　control　peptides　（lane　7），　［Vali2　Seri‘　Lys’9］　cdc2　or　［Phe’5　Lysi9］
cdc2　（lane　8）　（Fig．　3）．　Only　marginal　phosphorylation　was　obtained　with　4GIO　immunoprecipitates　from
control　lymphocytes．　These　observations　suggest　that　the　activity　of　src－family　tyrosine　kinase　is　elevated
in　MAIDS　lymphocytes．
　　To　determine　which　tyrosine　kinase　among　the　src　family　is　activated　in　MAIDS　lymphocytes，　we
performed　in　vitro　kinase　assay　in　the　presence　of　enolase　as　a　substrate　using　the　tyrosine　kinase
immunoprecipitates　prepared　from　ecotropic　MuLV－infected　or　MAIDS　mice．　As　shown　in　Fig．　4，　the
Lck　immunoprecipitates　from　lymphocytes　of　mice　at　12　weeks　following　MuLV　infection　enhanced　the
extent　of　the　autophosphorylation　of　p56LCk　（1．7　fold）　and　p60LCk　（1．9　fold）　compared　with　those　from
normal　or　ecotropic　MuLV－infected　mice．　The　level　of　the　enolase　phosphorylation　is　also　enhanced　in
Lck　immunoprecipitates　from　MAIDS　lymphocytes．　The　level　of　p56LCk　and　p60LCk　from　MAIDS
lymphocytes　was　unaffected，　suggesting　that　increased　kinase　activity　of　Lck　does　not　reflect　．the　change
in　amount　pf　Lck．　ln　contrast，　the　enzymatic　activity　of　Lyn　immunoprecipitates　from　MAIDS
lymphocytes　was　almost　the　same　as　those　from　control　mice　（data　not　shown）．These　results　suggest　that
enzymatic　activity　of　tyrosine　kinase　Lck　in　MAIDS　lymphocytes　is　elevated　compared　with　normal
spleen　cells．
Discussion
The　present　study　clearly　demonstrates　that　tyrosine　phosphorylation　of　several　proteins　is　elevated　in
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Fig．　3　Elevated　activity　of　tyrosine　phosphor－
　　　ylated　src　family　protein　tyrosine　kinase　in
　　　MAIDS　lymphocytes．．　Spleen　cells　from
　　　MAIDS　（MA）　or　control　（N）　mice　were
　　　lysed　and　i血nunoprecipitated　with　4GIO．
　　　The　in　vitro　immune　complex　kinase　assay
　　　was　carried　out　on　these　immunoprecipitates．
　　　Peptide　A　has　been　shown　to　serve　as　a
　　　substrate　for　the　src－family　kinase　unlike
　　　peptide　B　or　peptide　C．
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Fig．4　Elevated　Lck　activity　from　MAIDS
　　　lymphocytes．　The　lysates　prepared　from
　　　uninfected　mice　（N），　mice　infected　with
　　　ecotropic　MuLV　（Eco），　mice　infected　with
　　　LP－BM5　MuLV　for　3　weeks　（MA，），　or　12
　　　weeks　（MAr2）　were　immunoprecipitated
　　　with　anti－Lck　antibody，　followed　by　in　vitro
　　　immune　complex　kinase　assay　in　the　pres－
　　　ence　of　enolase　as　exogenous　substrate　（A）．
　　　The　level　of　p56LCk　and　p60LCk　from　（A）　was
　　　quantitated　by　Western　blotting　（C）．
lymphocytes　from　mice　around　7－13　weeks　after　LP－BM5　inoculation．　One　of　the　major　phosphoproteins
p60　is　demonstrated　to　be　Lck．　The　enzymatic　activity　of　Lck　is　potentiated　in　MAIDS　lymphocytes　when
assayed　by　in　vitro　kinase　assay．
　　Polyclonal　lymphocyte　proliferation　and　hypergamma－globulinemia　have　been　shown　to　occur　4－13
weeks　after　infection3，‘）．　The　lymphocytes　from　MAIDS　express　the　enhanced　tyrosine　phosphorylation
of　p60LCk，　whereas　no　enhancement　was　observed　in　LPS－stimulated　lymphocytes，　suggesting　that
increased　tyrosine　phosphorylation　of　p60LCk　does　not　simply　reflect　the　lymphocyte　activation．
　　Although　both　T　and　B　cells　have　been　shown　to　contain　Lck，　we　were　not　able　to　clarify　in　the　present
study　whether　T　cells　and／or　B　cells　from　MAIDS　contain・　enhanced　activity　of　Lck　kinase．　Lck　is
associated　with　CD4／CD8，　IL－2　receptor，　and　also　B　cell　antigen　receptor6N9）．　Lck　can　be　activated
following　IL－2　stimulation，　protein　kinase　C　activation，　and　antigen　receptor　cross－linkage7・9・10），　which　is
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correlated　with　the　conversion　of　p56LCk　to　p60LCk　i7’i8）．　The　phosphorylation　of　p60LCk　occurs　on　serine
59fbllowing　mlg　cross－linking　and　Iレ2　stimulation　and　is　considered　to　reflect　the　down－modulation　of
Lck．　Our　observation　that　p60LCk　is　tyrosine　phosphorylated　might　suggest　a　novel　form　of　Lck　activation．
　　Lymphocyte　proliferative　abnormalities　are　considered　to　be　caused　by　interaction　of　B　cells　with　CD4’
T　cells，　since　B6　mice　receiving　anti－CD4　monoclonal　antibody　did　not　display　B　cell　dysfunction，　even
after　virus　inoculationi9）．　Several　membrane　molecules　on　the　lymphocyte　surface　have　been　shown　to　be
involved　in　the　interaction　of　T　cells　with　B　cells20），　cross－linking　of　which　leads　to　polyclonal　lymphocyte
actlvatlon．
　　Although　we　cannot　identify　the　coupling　membrane　molecules　in　Lck　activation，　there　are　several
candidates　that　may　participate　in　Lck　activation．　The　interaction　of　CD40　with　CD40L　has　been　shown
to　induce　polyclonal　B　cell　proliferation　and　differentiation　through　upregulation　of　LFA－1／ICAM－1，
which　is　preceded　by　the　earlier　biochemical　event　of　tyrosine　phosphorylation2i，22）．　lnterestingly，　the
treatment　of　virus－inoculated　mice　with　anti－LFA－1／ICAM－1　monoclonal　antibodies　retards　the　develop－
ment　of　MAIDS23）．
　　Some　murine　lymphomas　overexpress　Lck　molecules，　while　the　constitutive　expression　of　transgene　Lck
causes　tumor　development24，25）．　These　observations　suggest　that　Lck　activation　may　contribute　to
lymphocyte　proliferation　and　also　tumor　formation．　This　report　clearly　demonstrates　that　Lck　activity　is
markedly　elevated　in　MAIDS　mice，　which　is　valuable　for　the　understanding　of　the　pathogenesis　of
MAIDS，　and　possibly　for　the　prevention　of　the　disease　in　the　future．
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後天性免疫不全マウス脾臓細胞におけるLck活性の元進
趙 方萄＊1牧野正彦＊2
＊1結梭繪ﾈ大学免疫学教室、＊2国立予防衛生研究所細菌・血液製剤部
　　　　　　　　（指導＝水口純一郎主任教授）
　C57BL／6にマウスレトロウイルスLPBM5を感染させると，ヒト後天性免疫不全症（AIDS）に類似のマ
ウス後天性免疫不全症（MAIDS）を呈する．すなわち，　T，　B細胞の異常増殖，高γグロブリン症，易感染，
そしてリンフォーマ形成が認められる．一方，細胞増殖・分化にはチロシンキナーゼが関与していることが
知られている．今回，MAIDSマウス脾臓細胞ではチロシンキナーゼに属しているLckの自己リン酸化，キ
ナーゼ活性が充進していることを示した．
　MAIDSマウス骨細胞では正常脾臓細胞に比べて43，46，53，56，60，67，110　kDa，等の蛋白質のチロシ
ンリン酸化が三二していた．特に，p60のリン酸化は5倍程度の増強を認めたが，大腸菌リボ多糖体で刺激さ
れた細胞ではp60リン酸化の増強は認められないことより，この充進は細胞活性化それ自体と必ずしも結び
ついているわけではない．p60を同定するために，　MAIDSマウス脾細胞可溶化し，抗一リン酸化チロシン抗
体4G10で免疫沈降し，抗一srcファミリーチロシンキナーゼ抗体でプロットした．感染後7週～13週の脾臓
細胞では正常脾臓細胞に比べて，リン酸化Lckが増強していたが，リン酸化Fyn，　Lynには変化が認められ
なかった．次ぎに，Lck，　Lyn免疫沈降物に外来基質Enolaseを加えてin　vitroリン酸化反応を行うと，外
来基質と共にp60Lckのリン酸化の充進が認められた．すなわち，　MAIDSマウス脾細胞のLck活性が上昇し
ていることが明らかとなった．
　MAIDS脾細胞ではp60Lck活性が充進していた．　MAIDSの発症には，　T細胞一B細胞相互作用が重要な
役割を果しているという報告を考慮すると，細胞間相互作用によるLck活性化がMAIDSの発症に重要な役
割を果している可能性が示唆される．
キーワード：免疫不全症，マウスエイズ，マウス白血病ウイルス，チロシンリン酸化．
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